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Abstract (Basic) : EP 623629 A 

A heparin fraction obtained by nitrous depolymerisation, having a 
level of nitrosated compounds at most 500 ppb is new. 

MORE SPECIFICALLY - The sodium salt of a heparin depolymerised with 
nitrous acid, obtained from pig intestinal mucosa, and having the 
following properties: the major part has a mol. mass of 1700 Da - 3300 
Da; 90% has a mol. mass between 1000 Da and 8000 Da; the non-reducing 
terminal structure is 2-O-sulpho- alpha-L- idopyranosuronic and the 
reducing terminal structure is 6-0-sulpho-2, 5-anhydro-D-mannitol in the 
major part of the constituents; the degree of sulphation is around 2.1; 
the Xa anti-factor activity is 60-80 IU/mg; the Ila antifactor is not 
above 25 IU/mg; the level of nitrosated cpds. is below or equal to 
lOOppb. 

ADVANTAGE - Commercial low molecular weight heparin fractions 
obtained by nitrous depolymerisation always contain a small quantity of 
non-volatile nitrosated compounds. Their elimination is now possible on 
an industrial scale. 
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Taction du rayonnement UV. 
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La presente invention concerne des fractions d'heparine purif iees et plus precisement des fractions d'he- 
parine exemptes de composes nit roses totaux, un precede pour leur preparation et des medicaments les conte- 
nant. 

Plus particulierement, la presente invention se rapporte a des fractions d'heparine, obtenues par depoly- 

5 merisation nitreuse, pratiquement depourvues de composes nitroses. 

II est connu que des fractions d'heparine sont obtenues par depolymerisation nitreuse, comme decrit par 
exemple dans les demandes de brevets EP-A-0014 184 et EP-A-0027089. Certaines fractions d'heparine, pre- 
pares par depolymerisation nitreuse, sont des principes actifs de medicaments qui sont entres dans I'usage 
commun sous I'appellation "heparines de bas poids moleculaire" ou "heparines de faible masse moleculaire". 

10 Pour tout detail concernant les h6parines de bas poids moleculaire utilisees comme medicaments, leur tit rage 
et leur degre de sulfatation, exprime par le rapport sulfates/carboxyles, on peut se referer a la publication "He- 
parines de faible masse moleculaire 0 . Pharmeuropa, Octobre 1991, 3, N. 3, pp. 161-165, ainsi qu'a: la mono- 
graphic proposee pour la Pharmacopee Europeenne "Heparina massae molecularis minoris", Fevrier 1993 
(PA/PH/Exp. 3T (92) 93). Des heparin es de bas poids moleculaire ainsi preparees et utiles comme principes 

is actifs de medicaments sont decrites dans les demandes de brevet ou brevets publies sous les numeros FR- 
A-2478646, EP-A-0037319, EP-A-0076279, EP-A-0181259. Elles sont connues sous les Denominations 
Communes Internationales (DCl) nadroparine calcique, dalteparine sodique, reviparine sodique et constituent 
des principes actifs de special ites commercial isees ou potentielles. Notamment, la reviparine sodique consti- 
tue le principe actif de la speciality CLIVARIN® commercial isee en AJIemagne. D'autres h6parines de bas poids 

20 moleculaire obtenues par depolymerisation nitreuse sont egalement presentes dans des special ites mises a 
la disposition du corps medical en AJIemagne (MONO-EMBOLEX® NM), en Autriche (SAN DO PARI N® et TRO- 
PARIN®), et en Suisse (SANDOPARINE®). 

Le procede de depolymerisation nitreuse comporte la formation de composes nitroses non vofatils (ci- 
apres egalement ap petes composes N-NO ou tout simplement N-NO) par addition d'un group© -NO a des 

25 composants nitrosables presents dans I'heparine ou dans ses fractions ou fragments. Bien que la quantite 
de composes nitroses presents dans les fractions d'heparine so it tres faible et ne porta pas de prejudice a 
leur utilisation en tant que medicaments, puisqu'il s'agit de composes non volatils, la fabrication de ces pro- 
duits a I'echelle industrielle comporte la manipulation de grandes quantities de poudres. Leur Elimination totale 
ou pratiquement totale pourrait done apparattre utile pour parfaire les caracteristiques des heparines de bas 

30 poids moleculaire qui sont utilisees comme principes actifs de specialites pharmaceutiques. 

Dans le cas d'heparines de bas poids moleculaire dont la masse moleculaire moyenne est faible, par exem- 
ple dans le cas d'un produit qui sera denomme ci-apres CY 222 (masse moleculaire moyenne de 1 .700 Da a 
3.300 Da), la quantite de composes nitroses peut ©tre superieure a celle des produits ayant une masse mo- 
leculaire plus elevee. Ce produit repond a la definition des produits revendiques dans les demandes de brevet 

3$ et brevet publies sous les numeros FR-2 478 646 et EP-0 037 319, et peut etre prepare selon les precedes 
d6crits dans ces mdmes demandes de brevet ou brevet. 

II est done hautement souhaitable, pour les raisons enoncees cl-dessus, de pouvoir disposer de fractions 
d'heparine obtenues par depolymerisation nitreuse et pratiquement depourvues de composes nitroses. 
Un procede d'elimination des nitrates dans I'eau potable avec sterilisation simultanee de I'eau, par irra- 

40 diation aux rayons ultraviolets a une longueur d'onde inferieure d 200 nm, de preference 185 nm, et a un pH 
basique est decrit dans rarticle P.PRINCZ et al., Water Supply, 1988, 6, 199-205. Neanmoins, ce document 
concernant le trartement de I'eau ne peimettait pas de prevoir si une irradiation aux rayons ultraviolets etait 
applicable a un produit biologiquement actif, sans entratner d'effets nefastes sur ses proprietes biologiques 
et/ou physicochimiques. 

45 II a ete maintenant trouve qu'en soumettant une fraction d'heparine obtenue par depolymerisation nitreuse 
a Taction des rayons ultraviolets (ci-apres designes simplement UV), on peut eliminer presque totalement les 
composes nitroses presents, et on obtient une fraction d'heparine purif iee ayant un taux de composes nitroses 
totaux egal voire inferieur a celui de I'heparine naturelle. 

II a ete egalement trouve que dans les conditions utilisees, le rayon nement UV ne mod if ie pas la structure 
so des fractions d'heparine, qui conserve nt toutes leurs proprietes biologiques et physicochimiques. 

Ainsi, selon un de ses aspects, la presente invention concerne des fractions d'heparine obtenues par de- 
polymerisation nitreuse ayant un taux en composes nitroses totaux inferieur ou egal a 500 parties par billion 
(ppb), avantageusement inf6rieur ou egal d 150 ppb, de preference inferieur ou egalement a 100 ppb, de pre- 
ference encore a 50 ppb, le taux de 50 ppb etant la quantite minimale quantifiable dans I'etat actuel des 
55 connaissances. Lesdites fractions sont de preference des heparines de bas poids moleculaire. 

Selon un aspect avantageux, I'invention concerne une heparine de bas poids moleculaire purif iee obtenue 
par depolymerisation nitreuse, a savoir une heparine depolymeris6e obtenue par d6polymerisation nitreuse 
d'heparine d'origine naturelle de preference provenant du mucus intestinal de pore, du poumon de boeuf ou 
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toute autre heparine extraite des tissus ou des organes d'animaux divers ayant les caracteristiques su Ivantes : 

- une masse moleculaire moyenne inferieure a 8.000 Da, 

- au moins 60 % de tous les constituants ont une masse moleculaire inferieure a 8.000 Da, 

- activite anti-facteur Xa pas inferieure a 60 Ul/mg, 

5 - rapport activite anti-facteur Xa/anti-facteur lla pas inferieur a 1 ,5, 

- un taux en composes nitroses totaux egal ou inferieur a 500 ppb f avantageusement a 150 ppb, de pre- 
ference a 100 ppb, de preference encore a 50 ppb, 

ladite heparine depolymerisee etant sous forme de set pharmaceutiquement acceptable, de preference de so- 
dium ou de calcium. 

10 L'actrvite anti facteur Xa et le rapport d'activite anti-facteur Xa/anti-facteur lla sont evalues par rapport a 
I'etalon international des heparines de bas poids moleculaire; reference OMS 1-85/600. 

La masse moleculaire moyenne ci-dessus est determinee selon la Monographie proposee pour la Phar- 
macopee europeenne (voir reference ci-dessus). 

Dans la presents description, on utilise le terme "exemptes de composes nitroses totaux 0 pour qualifier 
is les fractions d'heparine ou les heparines de bas poids moleculaire obtenues par de polymerisation nitreuse et 
contenant au plus 500 ppb, avantageusement au plus 150 ppb, notamment au plus 100 ppb, de preference au 
plus 50 ppb de composes nitroses totaux. Sous le terme "constituants 0 , on designs rensemble des molecules 
a partir desquelles est constituee I'heparine de bas poids moleculaire. 

Les heparines de bas poids moleculaire exemptes de composes nitroses totaux, objet de la presente in- 
20 vention, ont dans la majorite de leurs constituants, une structure 2-O-surfd-a-L-idopyranosuronique a I'extre- 
mite non reductrice, et une structure 6-0-sulfo-2,5-anhydro-D-mannito! a I'extremite reductrice et un degre 
de sulfatation qui ne differe pas sensiblement de celui de I'heparine d'origine naturelle non fractionnee. Ce 
degre de sulfatation est compris entre 2 et 2,5, de preference entre 2,0 et 2,3. 

Des heparines de bas poids moleculaire, avantageuses selon la presente invention, ont des distributions 
25 de masses moleculatres variables, la masse moleculaire de 90% de leurs constituants s'etalant entre 2.000 
Da et 10.000 Da, de preference entre 2.000 Da et 9.000 Da, avantageusement entre 2.000 Da et 8.000 Da. 
Par ailleurs, ces heparines ont une masse moleculaire majoritaire situee entre 3.000 Da et 6.000 Da, de pre- 
ference entre 4.000 Da et 5.000 Da. 

Une autre heparine de bas poids moleculaire preferee selon I'inventton a une masse moleculaire majori- 
30 taire s'etalant entre 1.700 Da et 3.300 Da, la masse moleculaire de 90 % de tous les constituants s'etalant 
entre 1.000 Da et 8.000 Da. 

Sous le terme °masse moleculaire majoritaire 0 , on designs la masse moleculaire des constituants de I'he- 
parine qui correspondent au somrnet du prof il chromatographique obtenu par chromatographie d'exclusion, 
en utilisant un detecteur UV a X = 205 nm. 
35 Le CY 222 purif ie, def ini comme sel de sodium d'une heparine depolymerisee obtenue par depolymerisa- 
tion a I'acide nitreux de I'heparine d'origine naturelle de mucus intestinal de pore ayant : 

- une masse moleculaire majoritaire s'etalant entre 1.700 Da et 3.300 Da, 90 % des constituants ayant 
une masse moleculaire s'etalant entre 1 .000 Da et 8.000 Da, 

- une structure 2-O-sulfo-a-L-idopyranosuronique a I'extremite non reductrice et une structure 6-O-sulfb- 
40 2,5-anhydro-D-mannitol a I'extremite reductrice de la majorite de ses constituants, 

- un degre de sulfatation d'environ 2,1, 

- une activite anti-facteur Xa de 60-80 Ul/mg, 

- une activite anti-facteur lla pas superieure a 25 Ul/mg, plus precisement de 10-15 Ul/mg, 

- un taux en composes nitroses totaux inferieur ou egal a 100 ppb (1-1 Or 7 mg de composes nitroses par 
45 mg de produit), de preference inferieur ou egal a 50 ppb (5.10-* mg de composes nitroses par mg de 

produit), 

represente une fraction d'heparine preferee selon la presente invention. 

Les fractions d'heparine exemptes de composes nitroses totaux (heparines de bas poids moleculaire) de 
la presente invention, sont preparees selon un autre aspect de la presente invention. 
so Ainsi, la presente invention concerne egalement un precede pour la preparation de fractions d'heparine 
contenant au plus 500 ppb de composes nitroses totaux, caracterise en ce qu'on soumet une solution aqueuse 
d'une fraction d'heparine obtenue par depolymerisation nitreuse a un rayonnement ultraviolet 

Comme produit de depart on peut utiliser toute fraction d'heparine obtenue par depolymerisation nitreuse. 
Un tel produit de depart contient en general un taux de composes nitroses totaux situe entre 1.000 et 20.000 
55 ppb. 

La determination des composes nitroses totaux est effectuee par la methode de B. Pignateilt et al., decrite 
dans Analyst September 1989. 114. pp. 1103-1108 et dans Analyst July 1987, 112. pp. 945-949 adaptee a 
I'heparine et a ses fractions, de preference aux heparines de bas poids moleculaire. 
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Le procede de la presente invention peut St re conduit surune heparins de bas poids moleculaire de qualite 
pharmaceutique, dissoute dans i'eau, ou bien pendant ia fabrication industrielle, apres I'etape de depolyme- 
risation nitreuse et avant I'isolement du produit pur de qualite pharmaceutique. On utilise de preference une 
heparine de bas poids moleculaire de qualite pharmaceutique. 
5 Ainsi, comme matiere premiere pour le procede de la presents invention on peut utiliser n'importe queHe 

heparine de bas poids moleculaire obtenue par de polymerisation nitreuse. Pour obtenir le maximum d'ef f ica- 
cite du procede, il est avantageux d'utiliser des solutions d'heparine depolymerisee exemptes de microparti- 
cules en suspension. La presence de ces microparticules peut-elre due a une mauvaise dissolution de I'he- 
parine depolymerisee ou aux differentes impuretes ou encore aux restes de reactifs utilises lors de la depo- 
10 lymerisation ou lors de la purification. Les differentes solutions d'heparine depolymerisee sont done soumises 
de maniere preferentielle a une filtration prealable. 

Le procede de la presente invention est extraordinairement efficace et souple, car il permet I'elimination 
de composes nitroses de facon simple, rapide et sOre. En outre, le procede de r invention n'ent rathe aucune 
modification dans la structure de la fraction d'heparine, dont les proprietes biotogiques et les caracteristiques 
15 physicochimiques restent strictement identiques. 

Le procede de la presente invention peut etre conduit en exposant une solution aqueuse a 5-15% m/V de 
fraction d'heparine obtenue par depolymerisation nitreuse, de preference d'heparine de bas poids moleculaire 
a purifier, sous un systeme de rayonnement UV a une longueur d'onde de 180 a 350 nm, de preference a 254 
nm, a une temperature de 5°C a 50°C, avantageusement de 15°C a 35°C, de preference a temperature am- 
20 biante. 

Le pH de la solution est legerement acide ou legerement basique, notamment entre 3 et 8, de preference 
entre 5 et 8. 

La duree du rayonnement depend du systeme de rayonnement utilise, de la puissance du rayonnement 
et de la quantite de composes nitroses totaux a el iminer, presents dans la f raction d'heparine. Ell e est d'environ 
25 de 2 a 30 minutes, bien qu'apres 9-15 minutes la purification soit en general quasiment complete. 

Comme systeme de rayonnement UV, on peut envisager soit un systeme statique, soit un systeme dyna- 
mtque permettant aux solutions de fractions de I'heparine de circular autour de la source du rayonnement UV. 
On prefere les systemes dynamiques. Dans ce dernier cas, la source du rayonnement UV peut etre associee 
a un tube cyiindrique (appareil de type "ferme 0 ) ou a un canal (appareil de type H ouvert°). Comme appareil de 
30 type °ferme a , on peut utiliser le sferilisateur UV JR1-50 (KATADYN) ou tout autre appareil equivalent. 

La Figure 1 represente en coupe un appareil de type °ferme D . Cet appareil se compose d'une lampe UV 
(1) autour de laquelle est adaptee une gaine de quartz (2). Les solutions contenant les heparin es de bas poids 
moleculaire circulent autour de la lampe UV protegee par la gaine de quartz (gaine du liquide circulant (3)). 
Elles sont introduites par une entree (4) situee au niveau de I'une des extremites de la lampe UV, la sortie (5) 
35 etant situee a ('autre extremite de la lampe UV. 

Lorsque Ton utilise un systeme dynamique, le debit des solutions de la fraction d'heparine avec lequel 
elles circulent autour de la source de rayonnement UV doit etre ajuste de maniere appropriee, pour obtenir la 
duree de rayonnement necessaire pour el iminer les composes nitroses. Les differents parametres qui peuvent 
intervenir sont le diametre de la veine du liquide circulant, la dimension et/ou la puissance de la source du 
40 rayonnement UV, la concentration de la solution aqueuse en fraction d'heparine et la quantite des composes 
nitroses a eliminer contenue dans cette fraction. 

La fraction d'heparine, ou, de preference, r heparine de bas poids moleculaire exempts de composes ni- 
troses totaux ainsi obtenue, peut etre recuperee selon les methodes conventionnelies. 

Lorsque comme produit de depart on utilise une heparine de bas poids moleculaire deja de qualite phar- 
45 maceutique, il suff it de dissoudre le produit dans i'eau, d'ajuster le pH de la solution entre 3 et 6, de preference 
entre 5 et 8 et de soumettre cette solution au procede de la presente invention. 

Comme produit de depart on peut egalement utiliser I'heparine d'origine naturelle non fractionnee, avan- 
tageusement sous la forme de sel, notamment I'heparine sodique, de preference provena nt du mucus intestinal 
de pore. Dans ce cas, le procede de la presente invention constitue une etape dans la preparation du produit 
so final purif ie exempt de composes nitroses totaux, apres la depolymerisation nitreuse. Le procede global par- 
tant de I'heparine, represente un objet ulterieur de la presente invention. 

Ainsi, selon un autre de ses aspects, la presente invention concerne un procede pour la preparation, par 
depolymerisation nitreuse, d'une heparine de bas poids moleculaire ayant un taux en composes nitroses totaux 
inferieur ou egal a 500 ppb, avantageusement inferieur ou egal a 150 ppb, de preference inferieur ou egal a 
55 100 ppb,de preference encore inferieur ou egal a 50 ppb, caracterise en ce que : 

(a) on traite une solution d'heparine sodique non fractionnee dans I'eau a 5-15 % m/V avec une solution 

d'un nitrite alcalin, de preference le nitrite de sodium a raison de 15 a 69 g de nitrite par kg d'heparine 

mise en oeuvre, en presence d'acide chlorhydrique a un pH de 1 a 5, de preference 1 ,5 a 4, pendant une 
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duree de 20 a 50 minutes et on soumet le produit ainsi obtenu a une reduction, de preference en milieu 
alcalin, avec 5-20 g de borohydrure de sodium par kg d'heparine de depart on detruit I'exces de borohy- 
drure de sodium par de I'acide chlorhydrique, on neutralise eventuellement le milieu reactionnsl, et on pre- 
cipite a I'ethanol, puis apres avoir eventuellement soumis I'heparine de bas poids moleculaire ainsi obte- 
5 nue a un ou plusieurs f ractionnements alcooliques, 

(b) on soumet la solution ainsi obtenue a un rayonnement ultraviolet 

(c) on precede eventuellement a une purification chromatographique et on isole I'heparine sodique depo- 
lymerisee, purifies et exempts de composes nitroses totaux par precipitation avec du chlorure de sodium 
et de I'ethanol, et eventuellement 

10 (d) on transforms le sei de sodium en un autre sel pharmaceutiquement acceptable, le sel de calcium de 
preference. 

Selon un aspect prefere, la presente invention concerne un precede pour la preparation du CY 222 purif ie, 
defini com me sel de sodium d'une heparine depolymerisee obtenue par de polymerisation a I'acide nitreux de 
('heparins d'origine naturelle de mucus intestinal de pore ayant : 
15 - une masse moleculaire majoritaire s'etalant entre 1.700 Da et 3.300 Da f 

- 90 % des constituents ayant une masse moleculaire s'etalant entre 1.000 Da et 8.000 Da, 

- une structure 2-O-sulfo-a-L-idopyranosuroniqus a I'extrsmits non reductrice et une structure 6-O-sulfo- 
2,5-anhydro-D-mannitol a I'extremite reductrice de la majorite de ses constituants, 

- un degie de sulfatation d'environ 2,1, 

20 - une activite anti-facteur Xa de 60-80 Ul/mg, 

- une activite anti-facteur Ha pas superieure a 25 Ul/mg, 

- un contenu en composes nitroses inferieur ou egaJ a 1 00 ppb, de preference inferieur ou egal a 50 ppb, 
ledit precede etant caracterise en ce que : 

(a) on traite une solution aqueuse d'heparine sodique d'origine naturelle non f ractionnee avec de I'acide 
25 chiorhydrique et une quantite d'un nitrite alcalin de 3,5 a 4% en poids par rapport a i'heparine mise en 

oeuvre, tout en maintenant le pH acide et en surveillant la presence d'ions nitreux jusqu'a reaction nega- 
tive, puis on alcalinise, on reduit avec du borohydrure de sodium et on isole en milieu neutre le produit 
depoJymerise par precipitation par I'ethanol, puis, 

(b) on fait passer une solution aqueuse du produit ainsi obtenu, a pH d'environ 7, sous un systems a rayon- 
30 nement ultraviolet a 254 nm, on introduit ensuite la solution ainsi obtenue au sommet d'une colonne echan- 

geuse d'anions et apres rincage de la colonne a I'eau et a pH d'environ 7, on recupsre le produit final par 
precipitation avec du chlorure de sodium et d'ethanol. 

A I'etape (a), on utilise dans les proportions decrites ci-dessus comme nitrite alcalin, le nitrite de sodium. 
De preference, dans I'etape (b) du precede le systems a rayonnement ultraviolet est muni d'une lampe de 
35 16 W et la duree de I'exposition au rayonnement UV a 254 ran est de 9-15 minutes environ. On prefere un 
systeme de rayonnement UV dynamique et notamment un appareil de type Terme". D'une maniere avanta- 
geuse, la concentration des solutions soumises au rayonnement UV, est de 8-12 % m/V. 

Selon un aspect ulterieur, le presente invention concerne des compositions pharmaceutiques contenant, 
en tant que principe actif, une fraction d'heparine purif iee, exempte de composes nitroses totaux, de prefe- 
40 rence une heparine de bas poids moleculaire purif iee, exempte de composes nitroses totaux, telle que decrite 
ci-dessus. 

Pour les compositions selon la presente invention, la fraction d'heparine peut se presenter sous forme de 
lyophilisat ou en solution pour I'injection sous-cutanee, dans un solvant biotogiquement acceptable sterile tel 
que I'eau ou dans une solution physiologique, dans des ampoules, dans des f lacons, dans des seringues pre- 
45 remplies ou dans des dispositifs pour auto-injection du type "stylo*. Chaque unite de compositions pharma- 
ceutiques de dosage peut contenir de 50 a 50.000 Ul anti-facteur Xa. 

Les fractions d'heparine selon I'invention peuvent egalement etre administrees par injection mtraveineu- 
se, seules ou en melange avec d'autres principes actifs. Elles peuvent etre encore administrees par nebuli- 
sation intranasals ou intrapulmonaire. 
so Une composition pharmaceutique preferee selon la presente invention contient, comme principe actif, le 
CY 222 exempt de composes nitroses totaux, tel que deceit ci-dessus dans des unites de dosage contenant 
de 10 mg a 5000 mg de CY 222 sous forme de sel de sodium. 

Comme il a ete indique precedemment la determination des composes nitroses totaux est effectuee par 
la methodede B. Pignatelli etal, decrite dans Analyst, September 1979, 114, pp. 1103-1108 et dans Analyst, 
55 July 1987, 112, pp. 945-949, adaptee a I'heparine et aux heparines de bas poids moleculaire. 
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jffgthodg analytlque 

Les produits a analyser sont de preference en poudre, par consequent en cas de determination des 
composes nitroses totaux presents dans une solution, on procede d'abord a une lyophiiisation de ladite solu- 
5 tion et on analyse apres I'echantillon lyophilise. 

1- Reactifs 

Les reactife utilises pour 100 mg de fraction d'heparine sont les suivants : 
10 - Acetate d'ethyle traite a I'acide sulfamique 20% m/V, (une solution de 200 g d'acide sulfamique dans 
1000 ml d'acetate d'ethyle agitee pendant 3 jours et filtree sur papier avant utilisation), 

- Acide bromhydrique a 1 5% dans I'acide acetique , (petits f lacons ambres avec bouchon en polyethylene, 
contenant 5 ml d'acide bromhydrique a 30%, fermes sous argon et conserves a I'obscurite. Au moment 
de I'empioi on ajoute 5 ml d'acide acetique pur, on agite et on conserve dans un petit container a I'obs- 

15 curite. On utilise 1 flacon par serie de dosages), 

- Formamide a 95% traite a I'acide sulfamique 5% m/V, (une solution de 1 g d'acide sulfamique dans 20 
ml de formamide contenant 5% d'eau purif iee). 

2- Preparation des solutions etalons et de I'echantiilon a analyser 

20 

- Solution etalon de N-nitroso di-n-propylamine (NDPA) 

On injecte 78,62 g d'ethanol pur dans un flacon ISOPAC Sigma, contenant 1 g de N-nitroso di-n-propylamine, 
a travers le septum. La concentration est de 10000 ppm de NDPA (3379 ppm de N-NO). Puis on dilue au 
1/100eme avec de I'ethanol pur et on aliquote en 0,5 ml dans des petits f lacons capsules. La concentration 
25 est de 100 ppm de NDPA. On conserve a I'obscurite et a +4°C. 

o Solution 6talon bas : au moment de I'empioi on fait une dilution au 1/100eme dans I'ethanol puis au 
1/17eme dans le formamide traite. La concentration sera de 0,0588 ppm de NDPAou 19,9 ppb de N- 
NO. 

o Solution dtafon moyen : au moment de I'empioi on fait une dilution au 1/61 erne dans I'ethanol puis au 
30 1/11eme dans le formamide traite. La concentration sera de 0,149 ppm de NDPA ou 50,4 ppb de N-NO. 

o Solution 6tafon haut : au moment de I'empioi on fait une dilution au 1/10eme dans I'ethanol puis au 
1/10eme dans le formamide traite. La concentration sera de 1 ppm de NDPAou 338 ppb de N-NO. 

- Echantillon a analyser 

On seche les echanti lions de fraction d'heparine 12 heures a 60°C sous vide, sous anhydride phosphorique. 
35 On dissout 1 00 mg de fraction d'heparine dans 1 ml de formamide traite et on agite 30 minutes sur un agitateur- 
secoueur. 

3- Appareillage utilise 

40 L'appareillage utilise^ est illustre dans la Figure 2. 
Montage 

L'appareil se compose d'un ballon de 500 ml en pyrex (1) surmonte d'un refrigerant a double effet (2) refroidi 
a -1 5°C. Celui-ci est relie a trois barboteurs montes en serie (3) contenant chacun 30 ml d'hydroxyde de sodium 
a 30%. Ces derniers sont reli6s a deux pieges a f roid montes en serie, I'un prepare avec de I'ethanol en fusion 

45 a -120°C (4) et I'autre avec de I'isopentane en fusion a -160°C (5). Ceux-ci sont relies, enfin, a un detecteur 
a chimiluminescence (TEA) Model 610 (Thermedics Detection INC.) ou Equivalent (6). Le detecteur est reli6 
a un integrateur/enregistreur (7). 

Le ballon est equipe d'un cdte, d'un bouchon perce (8) permettant d'introduire une canule par laquelle arri- 
ve un flux d'argon,et de I'autre cdte, d'un rodage a vis muni d'un bouchon permettant de fixer un septum type 

so CPG (9) par fequel on injecte I'echantillon. C'est te flux d'argon et le vide produit par la pompe a vide du TEA 
qui entratnent les gaz vers le TEA. 

4- Protocole operatoire 

55 4.1- Reglage du detecteur 

Le TEA est regte selon les instructions du fabricant af in d'obtenir la sensibilite et la reproductibilit6 maxi- 
males. Une heure avant le dosage, on ouvre I'oxygene. pression 2 bars, on regie le debit a 0,02 sur le 
debitmetre du TEA 610 (Thermedics Detection INC.). 
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4.2- Preparation des pieges a soude 

On remplit chaque piege avec 30 ml d'hydroxyde de sodium a 30%. 

4.3- Preparation des pieges a f roid 

P/ege d-12(PC : Dans un Dewar contenant 250 ml d'ethanol, on verse doucement, en agitant a I'aide d'une 
5 spatule de bois, de I'azote liquide jusqu'a I'obtention d'une pate. 

P/ege a -1 60°C : Dans un Dewar contenant 250 ml d'isopentane, on verse doucement, en agitant a I'aide 
d'une spatule de bois, de I'azote liquide jusqu'a I'obtention d'une pate. 

Les deux pieges en verre sont places dans leurs Dewars respectifs et branches en serie sur le circuit. 

4.4- Deshydratation de I'ensemble ballon-refrigerant 

10 On met a reflux 50 ml d'acetate d'ethyle pendant 1 heure, sous argon, sans brancher au TEA. 

4.5- Reaction et dosage 

Dans un nouveau ballon propre et sec, equipe d'un septum, on introduit 30 ml d'acetate d'ethyle traite, 
on monte celui-ci sous le refrigerant (le cryostat doit etre mis en route 2 heures avant a -15°C), on place 
le chauffe-ballon et met en chauf fe (position 4). On branche la canule d'argon, regie le debit a 0,1 l/minute 
15 et verif ie I'etancheite de tout le circuit. Seul le branchement sur le TEA reste ouvert pour eviter une sur- 
pression. Lorsque I'acetate d'ethyle est a reflux, on passe sous vide tres doucement et en meme temps 
on resserre I'arrivee sur le TEA. Le vide se fait dans tout le circuit et atteint 2-4 mm de Hg lorsque le systems 
est equilibre. On regie le zero du TEA a 10% pleine echelle de I'integrateur/enregistreur. 
A travers le septum, on injecte successivement 0,5 ml d'eau purif iee, 2 ml d'acide bromhydrique dilue puis 
20 a nouveau 2 ml d'acide bromhydrique dilue, entre chaque injection on verifie le retour en iigne de base sur 
rintegrateur/enregistreur. Une fois les reactifs injectes dans le ballon, on attend le retour en Iigne de base et 
injecte 50 uJ d'etalon ou d'echantillon. Entre chaque injection, on attend le retour en Iigne de base. Lors des 
dosages, on encadre 5 echantillons par 2 etalons et on procede de facon a ce que la manipulation complete 
ne dure pas plus de 60 minutes. 
25 4.6- Evaluation de la quantite des composes nitroses totaux La quantite de N-NO, en ppb, est calculee 

par la formule : 

u - m Mrs - surface echantillonx Cs x 0,05 x 44 x 1000 
ppb en N-- NO sur faceetalonx 0,05 x 0,1 x 130,2 . 

oil 

30 - Cs : concentration de I'etalon en ppm de NDPA (0,0588 ou 0,149 ou 1 ppm) 

- 0,05 : (numerateur) prise d'essai de I'etalon (ml) 

- 44 : masse moleculaire de N-NO 

- 1000: conversion ppm en ppb 

- 0,05 : (denominates) prise essai de I'echantillon (ml) 
35 - 0,1 : prise essai d'echantillon en grammes 

- 130,2: masse moleculaire du NDPA. 
Les exemples survants illustrent I'invention. 

EXEMPLE 1 

AO 

Preparation de la nadroparine calcique purif i^e ayant une teneur en d!6riv6s nitroses totaux inf6rii®ure 
a 100 ppb 

StadeA : Depolymerisation et f ractionnement ethanolique 

Dans un reacteur on dissout 20 kg d'heparine sodique provenant de mucus intestinal de pore avec de I'eau 
45 purif iee defapon a obtenir une concentration finale voisine de 10,3 % (m/V). On ajuste le pH de la solution 
a 2,5 au moyen d'acide chlorhydrique concentre. 

On introduit 572 g de nitrite de sodium dans le reacteur en maintenant le pH a 2,5 au moyen d'acide chlor- 
hydrique concentre. 

On suit la reaction de depolymerisation a I'aide du papier test a I'todure de potassium amidonne. La reaction 
so est terminee lorsque le test est negatif . On ajuste le pH de la solution reactionnelle a 1 0 avec de I'hydroxyde 
de sodium concentre, puis on ajoute 200 g de borohydrure de sodium. On agite pendant 15 heures puis 
on ajuste le pH entre 4 et 3,5 a I'aide d'acide chlorhydrique concentre, afin de detruire I'exces de boro- 
hydrure. Puis on ajuste le pH a 7 par addition d'hydroxyde de sodium concentre. On precipite ensuite en 
ajoutant 2 volumes d'ethanol par volume de solution aqueuse. On laisse decanter puis on elimine le sur- 
55 nageant hydroalcoolique. On dissout le precipite dans 400 I d'eau purif iee. On ajoute a cette solution du 

chlorure de sodium jusqu'a I'obtention d'une conductivite voisine de 20000 nS/cm. On ajuste ensuite le 
pH a une valeur voisine de 4 avec de I'acide chlorhydrique concentre et on ajoute a la solution sous agi- 
tation 1 volume d'ethanol absolu. On laisse decanter pendant 60 heures environ, puis on elimine le sur- 
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nageant hydroalcoolique. On obtient ainsi la nadroparine sous forme de sel de sodium. 
On dissout ensuite le precipit6 dans I'eau purif iee de facon a obtenir une solution a environ 18 % m/V sur 
la base de la quantite d'heparine sodique engages au depart, on ajuste le pH a 7 a I'aide d'hydroxyde de 
sodium concentre. On filtre ensuite la solution sur un systems equips de cartouches filtrantes de porosite 
5 de 0,2 urn. On preleve de la solution filtree contenant la nadroparine sodique un echantiilon qui ne sera 

pas traite selon le procede decrit au stade B (traitement par le rayonnement UV). Cet echantiilon est appele 
Temoin". 

Stade B : Traitement par le rayonnement UV 

Pour le traitement par le rayonnement UV, on utilise un tube Katadyn de type JR1-50 de volume utile de 

10 750 ml. La longueur d'onde utilises est de 254 nm. On regie prealablement a I'aide d'une pompe peristal- 
tique le debit de passage en utilisant de I'eau purif iee, de maniere adequate (4800 ml/heure) pour obtenir 
parun passage sans recyclage un temps deposition total aux UV d'environ 9 minutes. On introduit ensuite 
la solution de nadroparine sodique a traiter et on lave le circuit avec de i'eau purifies jusqu'a recuperation 
complete du produit traite dans la cuve qui est adaptee a la sortie du tube Katadyn JR1-50. 

15 Stade C : Purification par chromatographic et transformation en sel calcique 

On purif ie la solution de nadroparine obtenue au stade precedent sur colonne anionique (0,5 l/kg d'hepa- 
rine sodique mis en oeuvre). On ajuste (a con duct ivite des effluents collectes a 10000-20000 uS/cm avec 
du chlorure de sodium et on ajoute ensuite 1,5 volume d'sthanol. On laisse decanter environ 41 heures 
puis on elimine le surnageant 

20 On dissout le precipite dans de I'eau purif iee (C = 18 % m/V sur la base de la quantite d'heparine sodique 
mise en oeuvre) et on ajoute du chlorure de calcium hexahydrate (9,63 g/g d'heparine sodique engage). 
On procede ensuite a une precipitation ethanolique en ajoutant 1,5 volume d'ethanol. On repete I'etape 
de salification par le chlorure de calcium hexahydrate et I'etape de purification par precipitation ethano- 
lique. Le precipite obtenu est seche a une temperature ne depassant pas 60°C. 

25 On obtient ainsi le lot 1. 

Le lot "temoin" obtenu au Stade A est traite aussi selon le procede decrit dans ce Stade C et on isole le 
lot "temoin" de nadroparine calcique. 

Sur un echantiilon du lot 1 et du lot "temoin"de nadroparine calcique, on effectue des analyses physico- 
chimiques et des dosages pour determiner ieur activite biologique. 

30 Les differents resultats sont donnes dans les tableaux I et II. 
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TABLEAU I 





Essals physlcochimiques 


5 


NATURE DU CONTROLE 


LOT 1 (TRAITEMENT PAR UV) 


TEMOIN (SANS TRAITEMENT UV) 




Composes nltros6 totaux 


53 ppb 


3150 ppb i 




Sulfates llbres 


0,05 % 


0,06% 


10 


pH solution a 5 % 


6,0 


6.0 




NH 2 llbres 


< 30 ppm 


< 30 ppm 




HPLC-GPC (UV205 nm) 






15 


Masse moleculalre moyenne 
en polds (Mw) 


5017 Da 


4933 Da 




Masse moldculaire moyenne 
en nombre (Mn) 


■ ■ 

4043 Da 


4052 Da 


20 


Poids moleculalre au 
sommet 


4181 Da 


4192 Da 




Dispersion 


1,24 


1.21 




% PM > 10000 Da 


2.4 


2.1 


25 


% PM > 8000 Da 


7,2 


6,9 




%PM <2000 Da 


3,0 


2,9 


30 


%PM<1800Da 


2,4 


2,3 




TABLEAU II 






Essals biologiques 


35 


NATURE DU CONTROLE 


LOT 1 (TRAITEMENT PAR UV) 


TEMOIN (SANS TRAITEMENT UV) 




Actlvlte anti-facteur Xa 


124 Ul/mg 


123 Ul/mg 




Activity anti-facteur lla 


29,3 Ul/mg 


30,4 Ul/mg 



40 1 ; 

Les resuitats indiques dans les tableaux I et II demontrent que le traitement par UV ne provoque aucune 
alteration de la nadroparine. En effet les differentes caracteristiques physlcochimiques et biologiques du lot 
1 tels que le profil chromatographique du produit, le taux des differentes impuretes, I'activtte anti-facteur Xa 
et I'activrt6 anti-facteur lla sont identiques a celles du temoin non traite par le rayonnement UV a une seule 
45 exception. Le taux des composes nitroses totaux du temoin non traite est environ 60 fois superieur a celui des 
composes nitroses totaux du lot 1 qui a subit un traitement par le rayonnement UV. 

Par ailleurs, les resuitats d'analyses par resonance paramagnetique electronique ont conf irme que le trai- 
tement par le rayonnement UV ne provoque pas la liberation de radicaux libres. 

50 EXEMPLE 2 

Preparation du CY 222 sel de sodium ayant un taux de composes nitroses totaux Inferieur a 50 ppb 

Stade A : Depotymerisation 

Dans un reacteur, on dissout 250 g d'heparine sodique provenant de mucus intestinal de pore avec de I'eau 
55 purifiee, de facon a obtenir une concentration finale voisine de 10,3 % (m/V). On ajuste le pH a 2,5 au 

moyen d'acide chlorhydrique concentr6. On introduit 9,49 g de nitrite de sodium dans le r6acteur en main- 
tenant le pH a 2,5. On suit la faction de depolymerisation a Taide du papier test a IModure de potassium 
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amidonne. La reaction est terminee lorsque le test est negatif. On ajuste le pH de la solution reactionnelle 
en t re 1 0 et 1 0,5 avec de I'hydroxyde de sodium concentre puis, on ajoute 2,5 g de borohydrure de sodium. 
On laisse ie melange sous agitation pendant 1 5 heures, puis on ajuste le pH entre 3,5 et 4 a I'aide d'acide 
chlorhydrique concentre af in de detruire I'exces de borohydrure. On ajuste le pH a 7 par addition d'hy- 
5 droxyde de sodium concentre. On precipite ensuite en ajoutant 2 volumes d'ethanol par volume de solution. 

On laisse decanter le precipite et on elimine le surnageant. On obtient ainsi le CY 222 sous forme de sel 
de sodium. Le produit ainsi obtenu contient entre 3.000 et 10.000 ppb de composes nitroses totaux (Re- 
suitats de 3 preparations). 

10 Stade B : Traitement par le rayon nement UV 

On dissout le precipite de I'etape precedents dans de I'eau purif iee de facon a obtenir une solution finale 
a environ 10 % m/V sur la base de la quantite d'heparine sodique engagee, on ajuste le pH a 7 par de 
I'acide chlorhydrique ou de I'hydroxyde de sodium. Apres avoir regie le debit de la pompe, on fait passer 
la solution ainsi obtenue, sous un systeme a rayonnement ultraviolet a 254 nm (systeme Katadyn JR1-50 

is muni d'une lampe de 16 W). La duree de I'exposition au rayonnement UV est de 9 a 15 minutes. 

Stade C : Purification par chromatographie et precipitations finales 

On purif ie la solution obtenue apres traitement par rayonnement UV sur une colon ne chromatographique 
contenant au minimum 2 litres de resine an ionique par kg d'heparine sodique engaged On ajuste la conduc- 
tivity des effluents collectes a 30-35 mS/cm a I'aide de chlorure de sodium et on ajuste leur pH a 7 a I'aide 

20 d'acide chlorhydrique. Puis, on ajoute 2 volumes d'ethanol par volume de solution aqueuse. On laisse de- 
canter le precipite et on elimine le surnageant. On dissout le precipite dans I'eau purif iee de facon a obtenir 
une solution finale a 20 % m/V sur la base de la quantity d'heparine sodique engagee au depart, on ajuste 
la conductivite de la solution a 30-35 mS/cm avec du chlorure de sodium et le pH entre 7-7,5 a I'aide de 
I'acide chlorhydrique concentre ou de I'hydroxyde de sodium concentre. On precipite ensuite la solution 

25 par 2 volumes d'ethanol absolu et on laisse decanter. On recueille le precipite, on le lave a I'ethanol et on 
le seche a une temperature ne depassant pas 60°C. On obtient ainsi le CY 222 pur, def ini comme sel de 
sodium d'une heparine depolymerisee obtenue par de polymerisation a I'acide nitreux de I'heparine de mu- 
cus intestinale de pore ayant : 

- une masse moleculaire majoritaire s'etageant entre 1.700 Da et 3.300 Da, 90% des constituants s'eta- 
30 geant entre 1 .000 Da et 8.000 Da, 

- une structure 2-O-sulfb-a-L-idopyranosuronique a I'extremite non reductrice et une structure 6-O-sulfo- 
2,5-anhydro-D-mannitol a I'extremite reductrice de la majorite de ses constituants, 

- un degre de sulfatation d'environ 2,1, 

- une activite anti-facteur Xa de 60-80 Ul/mg, 

35 - une activite anti-facteur lla pas superieure a 25 Ul/mg et notamment de 10-15 Ul/mg, 

- un contenu en composes nitroses inferieur a 50 ppb. 



Revendlcaftions 

40 

1- Fraction d'heparine obtenue par de polymerisation nitreuse ayant un taux en composes nitroses totaux 
inferieur ou egal a 500 ppb. 

2- Fraction d'heparine selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle est une heparine de bas poids 
moleculaire . 

45 3- Heparine de bas poids moleculaire selon la revendication 2, caracterisee en ce qu'elle est une heparine 
depolymerisee, obtenue par depolymerisation nitreuse d'heparine d'origine naturelle provenant de mucus in- 
testinal de pore, du poumon de boeuf ou toute autre heparine extraite des tissus ou des organes d'animaux 
divers ayant les caracteristiques suivantes : 

- une masse moleculaire moyenne inferieure a 8.000 Da, 

so - au moins 60 % de tous les constituants ont une masse moleculaire moyenne inferieure a 8.000 Da, 

- une activite anti-facteur Xa pas inferieure a 60 Ul/mg, 

- un rapport activite anti-facteur Xa/anti-facteur lla pas inferieur a 1 ,5 sous forme de sel pharmaceutique- 
ment acceptable. 

4- Heparine de bas poids moleculaire selon la revendication 3, sous forme de sel de sodium ou de sel de 
55 calcium. 

5- Sel de sodium d'une h6parine depolymerisee obtenue par depolymerisation a I'acide nitreux de I'hepa- 
rine d'origine naturelle de mucus intestinal de pore ayant : 

- une masse moleculaire majoritaire s'etalant entre 1.700 Da et 3.300 Da, 
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- 90 % des constituants ayant une masse moleculaire s'etalant entre 1.000 Da et 8.000 Da, 

- une structure 2-O-sulfo-a-L-idopyranosuronique a I'extremite non reductrice et une structure 6-O-sulfo- 
2,5-anhydro-D-mannitol a I'extremite reductrice de la majorite de ses constituants, 

- un degre de sulfatatlon d'environ 2,1, 

5 - une activite anti-facteur Xa de 60-80 Ul/mg, 

- une activite anti-facteur Ha pas superieure a 25 Ul/mg, 

- un taux en composes nit roses totaux inferieur ou egal a 100 ppb. 

6. Sel de sodium d'une heparine depolymerisee selon la revendication 5, caracterise en ce que ie taux en 
composes nitroses totaux est inferieur ou ega! a 50 ppb. 
10 7- Precede pour la preparation d'une fraction d'heparine selon I'une quelconque des revendications 1 a 
6, caracterise en ce qu'on soumet une solution aqueuse d'une fraction d'heparine obtenue par depolymerisa- 
tion nitreuse a un rayonnement ultraviolet. 

8- Procede seton la revendication 7, caracterise en ce qu'on expose une solution aqueuse d'une fraction 
d'heparine obtenue par depoiymerisation nitreuse de concentration de 5-15 % m/V, sous un systeme a rayon- 

w nement ultraviolet a une longueur d'onde de 180 a 350 nm, a une temperature comprise entre 5°C et 50°C, 
le pH de la solution etant entre 3 et 8. 

9- Procede selon I'une des revendications 7 ou 8, caracterise en ce qu'on opere a 254 nm, a une tempe- 
rature comprise entre 15°C et 35°C et a un pH entre 5 et 8. 

10- Procede pour la preparation d'une heparine de bas poids moleculaire selon I'une quelconque des re- 
20 vendications 1 a 5, caracterise en ce que : 

(a) on traite une solution d'heparine sodique non fraction nee dans I'eau a 5-15 % m/V avec une solution 
de nitrite de sodium, a raison de 15 a 69 g de nitrite par kg d'heparine mise en oeuvre, en presence d'acide 
chlorhydrique a un pH de 1 a 5, de preference 1,5 a 4, pour une duree de 20 a 50 minutes et on soumet 
ie produit ainsi obtenu a une reduction, de preference en milieu alcalin, avec 5-20 g de borohydrure de 

25 sodium par kg d'heparine mise en oeuvre au depart, on detruit I'exces de borohydrure de sodium par I'acide 
chlorhydrique, on neutralise eventuellement le milieu reactionnel, et on precipite a I'ethanol, puis apres 
avoir eventuellement soumis I'heparine de bas poids moleculaire ainsi obtenue a un ou plusieurs fraction- 
nements alcooliques, 

(b) on soumet la solution ainsi obtenue a un rayonnement ultraviolet, 

30 (c) on procede eventuellement a une purification chromatographique et on isole I'heparine sodique depo- 
lymerisee, purif iee et exempte de composes nitroses totaux par precipitation avec du chlorure de sodium 
et de I'ethanol, et, eventuellement, 

(d) non transforme le sel de sodium en un autre sel pharmaceutiquement acceptable. 

11- Procede pour la preparation du produit selon la revendication 6, caracterise en ce que : 

35 (a) on traite une solution aqueuse d'heparine sodique non f ractionnee avec de I'acide chlorhydrique et 
une quantite d'un nitrite alcalin de 3,5 a 4% en poids par rapport a I'heparine mise en oeuvre, tout en main- 
tenant le pH acide et en surve illant la presence d'ions nitreux jusqu'a reaction negative, puis on alcalinise, 
on reduit avec du borohydrure de sodium et on isole en milieu neutre le produit depolym6ris6 par precipi- 
tation par I'ethanol, puis, 

40 (b) on fait passer une solution aqueuse du produit ainsi obtenu, a pH d'environ 7, sous un systeme a rayon- 
nement ultraviolet a 254 nm, on introduit ensuite la solution ainsi obtenue au sommet d'une colonne echan- 
geuse d'anions et, apres rincage de la colonne a I'eau et a pH d'environ 7, on recupere le produit final par 
precipitation avec du chlorure de sodium et d'ethanol. 

12- Procede selon la revendication 11 , caracterise en ce que dans i'etape (b), on utilise un systeme a rayon- 
45 nement ultraviolet a 254 nm pendant 9 a 15 minutes avec une lampe UV de 1 6 W, la concentration de la solution 

du produit soumis au rayonnement UV etant de 8-12 % m/V. 

13- Composition pharmaceutique contenant, en tant que principe actif, une fraction d'heparine selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 6. 

14- Composition pharmaceutique contenant comme principe actif, 10 mg a 5.000 mg du produit selon la 
so revendication 6, par unite de dosage. 
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